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La pr6sente invention concerne une m6thode de traiternent des 
tumeurs humaines par la th6rapie g6nique. Elle concerne en particulier des 
virus recombinants d6fectifs portant une s6quence codant pour un antig&ne 
5 sp6cifique des tumeurs humaines, et leur utilisation pour le traiternent 
pr6ventif ou curatif des tumeurs humaines ainsi que pour g6n§rer in vitro ou 
ex vivo des CTL sp6cifiques. Elle concerne 6galement des compositions 
pharmaceutiques comportant ces virus, notamment sous forme injectable. 

La th§rapie g6nique consiste & corriger une deficience ou une 

10 anomalie en introduisant une information g6n6tique dans la cellule ou 
I'organe affect§. Cette information peut etre introduite soit in vitro dans une 
cellule extraite de I'organe et ensuite r6inject6e dans I'organisme, soit in yiYQ, 
directement dans le tissu vise. S'agissant d'une molecule de haut poids 
mol6culaire et de charge negative, I'ADN a des difficult^ pour traverser 

15 spontanement les membranes cellulaires phospholipid iques. Differents 
vecteurs sont done utilises afin de permettre le transfert de gdne : des 
vecteurs viraux d'une part, des vecteurs chimiques et/ou biochimiques, 
naturels ou synth6tiques, d'autre part. Les vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques sont par exemple des cations (phosphate de calcium, DEAE- 

20 dextran,...) qui agissent en formant des pr6cipit§s avec I'ADN, lesquels 
peuvent 6tre "phagocytes" par les cellules. II peut 6galement s'agir de 
liposomes dans lesquels I'ADN est incorpor6 et qui fusionnent avec la 
membrane plasmique. Les vecteurs synth6tiques de transfert de gdnes sont 
generalernent des lipides ou des polyrndres cationiques qui complexent 

25 I'ADN et torment avec lui une particule portant des charges positives en 
surface. Ces particules sont capables d'interagir avec les charges negatives 
de la membrane cellulaire, puis de franchir celle-ci. On peut citer comme 
exemples de tels vecteurs le dioctadfecylamidoglycylspermine (DOGS, 
TransfectamTM) ou le chlorure de N-[1 -(2,3-dioleyloxy)propyl]-N f N,N- 

30 trimethylammonium (DOTMA, LipofectinTM). Des prolines chimdres ont 
aussi 6t§ d6velopp6es : elles sont constitutes d'une partie polycationique qui 
condense I'ADN, li&e & un ligand qui se fixe sur un rfecepteur membranaire et 
entraine le complexe dans les cellules par endocytose. II est ainsi 
th6oriquement possible de "cibler" un tissu ou certaines populations 

35 cellulaires, afin d'am6liorer la biodisponibilite 1q vivo du g6ne transfer^ (pour 
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revues, voir Behr, 1993, Cotten et Wagner, 1993). Parmi les virus 
potentiellement utilisables comme vecteurs pour le transfert de gdnes on 
peut citer plus particulidrement les r6troyirus (RSV, HMS, MMS, etc.), le virus 
HSV, les virus ad6no-associ6s, et les ad6novirus. Ces virus ont tous 6t6 
5 utilises pour infecter diff6rents types cellulaires. 

pes approches de th6rapie g6nique ont 6t6 d§ve!opp6es pour le 
, traitement de differents types de pathologies, incluant les d6sordres du 
systdme nerveux, les maladies cardiovasculaires ou les cancers. Concernant 
plus particulferement le domaine des cancers, diff6rentes approches ont 6t6 

10 propos6es dans Part ant§rieur. Ainsi, des 6tudes , dfecrivent 1'utilisation de 
lymphocytes activ§s ex vivo par culture en pr6sence d'interleukine-2 ou par 
transfection avec le g§ne de l'interleukine-2. Des 6tudes d'immunoth6rapie 
adoptive ont §galement §te entreprises avec des monocytes-macrophages 
purifi&s et activ§s ex vivo par de Pinterferon pour augmenter leur pouvoir 

15 tumoricide, puis reinjects aux patients (Andressen et al., Cancer Res. 50 
(1990) 7450). La possibility d'utiliser des macrophages genetiquernent 
modifies a egalement 6t§ ddcrite (WO95/061 20). line autre s6rie 
d'approches est bas6e sur le transfert de g£nes toxiques capables d'induire 
de manfere directe ou indirecte la mort des cellules canc6reuses. Ce; type 

20 d'approche a 6t6 dfecrit par exemple avec le g6ne de la thymidine kinase, 
transfer^ in vivo soit * par un vecteur adenoviral (PCT/FR94/01 284; 
PCT/FR94/01285), soit par greffe de cellules productrices d'un vecteur 
retroviral (Caruso et al., PNAS 90 (1993) 7024). D'autres genes utilises sont 
par exemple le gene de la cytosine deaminase. 

25 Le pr6sente demande est relative & une nouvelle m§thode de 

traitement des cancers. Elle est tout particulferement destin6e au traitement 
des tumeurs humaines et notamment des m6lanomes. La m6thode de 
I'invention repose sur le transfert et Texpressiion in vivo d'antig^nes 
sp6cifiques des tumeurs humaines comme les m6lanomes, capables 

30 d'induire (i) une protection immunitaire contre Tapparition de ce type de 
cancers et (ii) une expansion de la population de cellules T cytotoxiques 
(CTL) specif iques des cellules pr6sentant ces antigdnes et ainsi une 
destruction par le systeme immunitaire des cellules tumorales 
correspondantes. 



3 



Le systeme immunitaire a entre autres fonctions la capacite d'assurer 
une protection contre les infections virales. Cette capacity est assur6e par 
des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les CTL pr§sentent deux 
caracteristiques remarquables : ils sont hautement sp6cifiques et d'une 

5 grande efficacite. lis detruisent les cellules infectees apr£s avoir rep6r6 un 
antigene viral k leur surface. L'antigene en question se manifeste sous la 
forme d'un peptide assoc'16 & une molecule du complexe majeur 
d'histocornpatibilite de classe I (CMH-I). Dans le cadre des tumeurs, il a 6t6 
observe, initialement chez la souris, que ces cellules malignes pr6sentent 

10 des complexes peptide-mol6cules du CMH-I capables de provoquer, comme 
dans le cadre des r6ponses antivirales, une r6ponse immunitaire m6diee par 
des CTL Ces peptides proviennent notamment de prolines codfees par des 
genes mutes ou actives s6lectivement dans les cellules turnorales. Ces 
proteines sont design6s antigenes sp6cifiques de tumeurs. Plus r6cemrnent, 

15 des antigenes de differenciation reconnus par des CTL ont 6te caract§ris6s 
sur des tumeurs humaines. ' 

La pr§sente invention concerne une nouvelle methode de traitement 
des tumeurs humaines. Elle d6coule en particulier de la mise au point de 
vecteurs d'origine virale capables de transferer et d'exprimer in vivo des 

20 antigenes specifiques de tumeurs humaines ou meianomes. Elle repose plus 
particulferement sur la demonstration dans les modules murins que les 
adenovirus recombinants d6fectifs sont capables d'induire une immunisation 
contre ce type d*antig6nes, permettant d'obtenir in vivo des r6ponses 
lymphocytaires contre ces antigenes et notamment les cellules turnorales les 

25 portant. Cette methode selon I'invention permet done par le transfert de ces 
gdnes d'agir sur revolution des tumeurs humaines de mani6re 
particulierement efficace en stoppant leur progression, pouvant conduire & 
l'6radication. 

Un premier objet de I'invention reside done dans un adenovirus 
30 recombinant defectif contenant, insere dans son genome, un acide nucieique 
codant pour une proteine ou un peptide specif ique de tumeur et plus 
particulierement pour tout ou partie d'un antigene sp6cifique d'un rn6lanome. 



Preferentiellement, il s'agit d'un antigene sp6cifique d'un melanome 
j humain. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'un Iragment d'un antigene 
specif ique d'un melanome humain comprenant la partie presentee aux CTL 
en association avec les molecules du CMH-I. Les antigenes specifiques de 

5 tumeurs humaines ont ete decrits par Thierry Boon et al. (US5.342.774; 
US5.405.940; WO92/20356; WO94/23031; W094/21126). Ces antigenes, 
designes sous le terrne de MAGE, sont exprimes selectivement dans les 
cellules tumorales. principalement les tumeurs humaines. Differents genes 
MAGE humains ont ete decrits, et notamment les genes MAGE-1 , MAGE-2, 

10 MAGE-3, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, MAGE-7, MAGE-8, MAGE-9, MAGE- 
10. MAGE-1 1, MAGE-1 2. A titre representatif de genes murins homologues 
on peut egalernent faire etat des genes S-MAGE-1 et S-MAGE-2. En ce qui 
concerne plus particulierement des genes BAGE, GAGE et RAGE, ils sont 
representatif s d'autres families de genes apparentes. 

15 Selon un mode pref§re de mise en oeuvre, la presente invention 

concerne un adenovirus recombinant defectif contenant, insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour une proteine ou peptide derivant de 
celle-ci selectionnee parmi les proteines Mage-1, Mage-3, Bage, Gage et 
Rage. Ces antigenes sont en effet les plus selectifs, en ce sens qu'ils n'ont 

20 6te detectes pour la plus grande majorite sur aucune cellule somatique non 
tumorale. La sequence de I'antigene mage-1 et du gene correspondant ont 
ete decrites notamment dans Van der Bruggen et al., Science 254 (1991) 
1644). La sequence de I'ADNc codant pour Mage-1 et Mage-3 a ete decrite 
par exemple dans Gaugler et al. (J. Exp. Med. 1 79 (1 994) 921 ). 

25 Comme indique ci-avant, un mode de realisation prefere de 

I'invention est represente par un adenovirus recombinant defectif contenant, 
insure dans son genome, un acide nucleique codant pour un peptide de la 
proteine Mage -1, Mage-3, Bage ou Gage comprenant la partie presentee 
aux CTL en association avec les molecules du CMH-I. Les genes Mage, 
~~^q Bage et Gage codent en effet pour des proteines de^taille~importanteTCes 
proteines sont degradees par digestion enzymatique dans la cellule, 
conduisant a la generation de peptides. Ce sont ces peptides qui sont alors 
presentes a la surface des cellules, et qui sont reconnus par les CTL en 
association avec les molecules du CMH-I (Cf figure 2). Encore plus 
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> pref6rentiellernent, I'invention concerne un adenovirus recombinant 
cornprenant, ins6r6 dans son genome, un acide nucl6ique codant pour un 
peptide de la proteine Mage-1 ou Mage-3 cornprenant la partie pr6sent6e 

^ auxCTL. 

5 Selon un mode de realisation sp6cifique, I'invention concerne un 

! adenovirus recombinant cornprenant, ins6r6 dans son g6nome, la sequence 
j SEQ ID n° 1. Cette sequence comprend la sequence codant pour le 
j nonapeptide (27pb) de Mage-1 qui est pr6sent6 par la molecule HLA.A1 aux 
; lymphocytes T cytotoxiques. Encore plus pr6ferentiellement t il s'agit de la 
10 sequence comprise entre les r6sidus 55 & 82 de la sequence SEQ ID n°1. 

Selon un autre mode de realisation specifique, ('invention concerne 
un adenovirus recombinant cornprenant, ins6re dans son g6nome, la 
sequence SEQ ID n° 2. Cette sequence comprend la sequence codant pour 
le nonapeptide (27pb) de Mage-3 qui est pr6sente par la molecule HLA.A1 
15 aux lymphocytes T cytotoxiques. 

^ Selon un autre mode de realisation, I'invention concerne adenovirus 
recombinant cornprenant, ins6r6 dans son genome, un acide nucieique 
codant pour le peptide antig6nique du g§ne P1 A du mastocytome p815 de la 
souris DBA/2 (SEQ ID n° 3). 

20 Comme indique pr6c6dernment, les adenovirus de Tinvention 

permettent un transfert et une expression efficace de ces peptides 
antig6niques in vivo. Ainsi, ils permettent de maniere tout 6 fait remarquable, 
de stimuler in vivo Papparition de lymphocytes T cytotoxiques specifiques de 
ces antigenes, qui detruisent s6lectivement toute cellule presentant A sa 

25 surface cet antigdne. 

Les virus de I'invention sont done utilisables pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees au traitement des cancers dont les 
cellules pr6sentent des antig&nes Mage & leur surface. Pour preparer de 
telles compositions, les cellules tumorales (g6neralement d'un m6lanome) 
30 tfun patient sont pr6f6rentiellement pr6lev6es et analys6es pour (i) 
determiner Texpression d'un gene Mage par exemple, par RT-PCR. et (ii)'le 
cas 6ch6ant, typer cet antigene Mage. Un adenovirus contenant un acide 



nucleique codant pour tout ou partie de Tantigene correspondant est construit 
et utiHs6 pour I'administration. 

Les virus de Tinvention peuvent 6galernent Stre utilises in vitro (ou ex 
vivo), pour g6n6rer des populations de cellules T cytotoxiques sp6cifiques 
5 d'un antigene tumoral donn6. Pour cela, une population de cellules est 
infectee par un virus de Pinvention, puis mise en contact avec des pr6curseur 
de cellules CTL. Les cellules CTL sp6cifiques des antigenes peuvent alors 
etre selectionnees in vitro, amplifies, puis utilis6es & titre de medicament 
pour detruire specifiquement les tumeurs correspondantes. 
10 Avantageusement, la population de cellules infectee par un virus de 
invention comprend des cellules presentatrices d'antig6nes (APC). II peut 
s'agir en particular de macrophages (WO95/06120) ou de cellules B. 

Dans les adenovirus de Pinvention, I'acide nucleique ins6r6 peut etre 
un fragment d'ADN complementaire (ADNc), d'ADN genomique (ADNg), ou 

15 une construction hybride consistant par exemple en un ADNc dans lequel 
seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut 6galement s'agir de 
sequences synthetiques bu semisynthetiques. Comme indique ci-avant, il 
s'agit d'un acide nucleique codant pour tout une proteine ou peptide d6rivant 
de cette proteine s6Iectionn6e parmi Mage-1, Mage-3, Bage et Gage; Au 

20 sens de la presente invention, Pexpression peptide derivant de cette proteine 
signifie que Pacide nucleique peut coder pour un fragment seulement de la 
proteine, ce fragment devant etre susceptible de g6nerer des CTL Le 
fragment selon invention porte done au moins un determinant antig6nique 
reconnu par un CTL specifique. Ces fragments peuvent etre obtenus par 

25 toute technique connue de Phomme du metier, et notamrnent par 
modifications genetique et/ou chimique et/ou enzymatique, ou encore par 
clonage par expression, permettant la selection de variants en fonction de 
leur activite biologique. Les modifications g6netiques incluent les 
suppressions, deletions, mutations, etc. 

30 < L'acide nucleique ins6r6 est pr6f6rentiellement un ADNc ou d'un 

ADNg. 

G6n6ralement, Pacide nucleique ins6re comprend 6galement des 
sequences permettant Pexpression dans la cellule infectee de I'antigene ou 
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du fragment d'antigdne. II peut s'agir cles sequences qui sont naturellement 
responsables cle Pexpression dudit antigdne lorsque ces sequences sont 
susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut 6galernent s'agir 
de sequences d'origine diff6rente, designees sequences h6t6ro!ogues 
5 (responsables de Pexpression d'autres proteines, ou rnfeme synthetiques). 
Notamment, il peut s'agir de promoteurs de genes eucaryotes ou viraux ou 
de sequences d6riv6es, stimulant ou r6prirnant la transcription d'un gene de 
fagon sp6cifique ou non et de fagon inductible ou non. A titre d'exemple, il 
peut s'agir de sequences promotrices issues du g§nome de la cellule que Ton 

10 desire infecter, ou du g6nome d'un virus, et notamment, les promoteurs des 
genes E1A, MLP d'ad6novirus, le promoteur CMV, LTR-RSV, SRa, etc. 
Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut citer 6galement les promoteurs 
ubiquitaires (HPRT, vimentine, a-actine, tubuline, etc), les promoteurs des 
filaments intermediates (desmine, neurofilaments, keratine, GFAP, etc) les 

15 promoteurs de genes th6rapeutiques (type MDR, CFTR, facteur VIII, etc) les 
promoteurs sp6cifiques de tissus (pyruvate kinase, villine, promoteur de la 
proteine intestinale de liaison des acides gras, promoteur de I'actine a des 
cellules du muscle lisse, promoteurs sp6cifiques pour le foie ; Apo Al, Apo 
All, Albumine humaine etc) ou encore les promoteurs repondant a.un 

20 stimulus (rfecepteur des hormones steroTdes, r6cepteur de I'acide retinolque, 
etc,). En outre, ces sequences d'expression peuvent etre rnodifi6es par 
addition de sequences d'activation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque 
I'acide nucI6ique ins6r6 ne comporte pas de sequences d'expression, il peut 
etre inser6 dans le g6nome du virus defectif en aval d'une telle sequence. 

25 Les virus selon la pr6sente invention sont defectifs, c'est-&-dire 

incapables de se r6pliquer de fagon autonome dans la cellule cible. 
G6n6ralement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre de la 
pr6sente invention est done d6pourvu au moins des sequences n6cessaires 
& la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre 

30 soit eiirnin6es (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit 
substitutes par d'autres, sequences et notamment par le gene ins6r6. 
Pref6rentiellement, le virus d6fectif conserve neanmoins les sequences de 
son genome qui sont n6cessaires & I'encapsidation des particules virales. 
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Les virus selorv ['invention peuvent etre pbtenus & partir de differents 
serotypes d'ad6novirus. II existe differents serotypes d'ad6novirus, dont la 
structure et les propri6t6s varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on 
pr6f6re utiliser dans le cadre de la pr6sente invention les adenovirus 
5 humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale 
(voir dernande W094/26914). Parmi les adenovirus d'origine animale 
utilisables dans le cadre de la pr6sente invention on peut citer les adenovirus 
d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mav1, Beard etal M Virology 75 
(1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienrie (exemple : SAV). De 

10 preference, Tad6novirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 
(ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de 
Tinyention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus d6fectifs de invention comprenent 

15 ; les ITR, une sequence permettant Tencapsidation et Tacide nucieique 
d'interet. Encore plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de 
Tinvention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral 
consid6r6 peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
Phomme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, 

20 deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les g6nes 
consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de 
I'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du genie 
g6n6tique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres 
regions peuvent 6galement etre modifiees, et notamment la region E3 

25 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/28152, W094/12649, 
WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un mode pr6f6re de mise en 
oeuvre, I'adenovirus selon I'invention comprend une deletion dans les regions 
. E1 et E4. Selon un autre mode de realisation pr6fer6, il comprend une 
deletion dans region E1 au niveau de laquelle sont inser6s la region E4 et 

30 I'acide nucieique (Cf FR94 13355). Avantageusement, la deletion dans la 
^region"E1-porte™surlesTiucl§^ 
k 3446 (fragment Hinfll-Sau3A). Avantageusement, la deletion dans la region 
E4 comprend au moins les phases ORF3 et ORF6. 

L'acide nucieique d'int6r§t peut etre insere en diff6rentes regions du 
35 g6nome de I'adenovirus. Le genome d'un adenovirus est compose d'un ADN 



9 

double brin Iin6aire cfune taille de 36 kb environ. II cornprend notamrnent une 
sequence invers6e r6p6t6e (ITR) & chaque extr6mit6, une sequence 
d'encapsidation (Psi), des genes pr6coces et des genes tardifs (Cf figure 1). 
Les principaux genes pr6coces sont contenus dans les regions El, E2, E3 et 
5 E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region E1 sont necessaires £ 
la propagation virale. Les principaux genes tardifs spnt contenus dans les 
regions L1 & L5. Le g6nome de l'ad6novirus Ad5 a 6te entidrement sequence 
et est accessible sur base de donn6es (voir notamrnent Genebank M73260). 
De mSme des parties, voire la totality d'autres genomes d'adenoviraux (Ad2, 

10 Ad7, Ad12, etc.) ont 6galement 6t6 s6quenc6es. L'acide nucleique d'interet 
est pref6rentiellement ins6r6 dans une region non essentielle a la production 
des virus recombinants d6fectifs. Ainsi, il est pr6f6rentiellement insere au 
niveau de la region E1, qui est defective dans le virus et complementee par 
la Iign6e de production, de la region E3, qui n'est pas essentielle £ la 

15 production des virus recombinants (son inactivation ne doit pas etre 
transcompl6ment6e), ou encore dans la region E4. Dans ce dernier cas, il est 
n6cessaire de complementer les fonctions E4 lors de la production, soit par 
co-transfection avec un plasmide ou virus helper, soit au moyen d'une Iign6e 
approprifee. II est clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, 

20 Facets k la sequence nucl6otidique du g6nome permet & I'hornme du metier 
d'identifier des regions permettant d'ins6rer l'acide nucieique d'interet. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et aL, 
Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). 

25 G6n6ralement, les adenovirus sont produits par transfection de I'ADN du 
virus recombinant dans une Iign6e cellulaire d'encapsidation cornpetente. II 
peut s'agir d'une transfection simple, lorsque Ton peut disposer d'une 
construction portant Tensemble du g6nome du virus recombinant, ou, comme 
e'est le cas le plus souvent, d'une co-transfection de plusieurs fragments 

30 d'ADN apportant les differentes parties du g6nome viral recombinant. Dans 
ce cas, le proc6d6 implique une ou plusieurs etapes de recombinaison 
homologue entre les differentes constructions dans la Iign6e cellulaire 
d'encapsidation, pour g6n6rer I'ADN du virus recombinant. Les diff6rents 
fragments utilises pour la production du virus peuvent etre prepares de 

35 differentes fagons. La technique la plus g6neralement utilisee consiste £ 
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isoler I'ADN viral puis d le modifier in vitro par les m6thodes classiques de 
bioiogie mol6culaire (digestion, ligation, etc.). Les constructions obtenues 
sont ehsuite puriftees et utilis6es pour transfecter les lign§es d'encapsidation. 
Une autre technique repose sur Tutilisation d'un plasmide portant une partie 
5 du gfenome du virus recombinant, qui est co-transfect6 avec un virus 
apportant la partie manquante du genome. Une autre possibility reside dans 
('utilisation de plasmides procaryotes pour pr&parer les ADN viraux utilisables 
pour la transfection (Cf Bett et aL, PN AS 91 (1 994) 8802; FR95 01 632). 

10 La lign§e cellulaire utilis6e doit de pr6f6rence (i) etre transformable 

par lesdits 6l6ments f et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du g6nome de l'ad6novirus defectif, de preference 
sous forme int6gr6e pour 6viter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de Iign6e, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire 

15 humain 293 (Graham et aL, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
notamment, integr6e dans son g§nome, la partie gauche du g6nome d'un 
adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capabies de complementer les 
fonctions E1 et E4 telles que d6crites notamment dans les demandes n° WO 
94/26914 et WO95/02697. 

20 Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperet et 

purifies selon les techniques classiques de bioiogie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 

La pr6sente invention concerne egalement toute composition 
pharmaceutique * comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants 
25 i defectif tel que d6crit ci-avant. Les compositions pharrnaceutiques de 
Tinvention peuvent etreformul6es en vue d'une administration par voie orale, 
parenteral, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutan6e, 
i transdermique, intra-triacheale, intra-p6ritoneale, etc. 

*- a pr6sente invention concerne egalement toute composition 
,30 \ pharmaceutique comprenant des cellules infectees par un adenovirus 
Recombinant defectif tel que .. d6crit ci-avant. Avantageusement, la 
composition de Tinvention comprend des cellules pr6sentatrices d'antigSnes 
(APC) infectees par un adenovirus recombinant defectif tel que d6crit ci- 
avant. A titre d'exemple particulier, on peut citer les macrophages ou les 
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lymphocytes B. L'invention concerne encore une composition comprenant 
cles cellules T cytotoxiques (CTL) sp6cifiques d'un. antigdne tumoral, 
pr6par6es par culture de cellules pri&curseurs en presence de cellules 
pr6sentatrices d'antigenes (APC) infect6es par un adenovirus recombinant 
5 d6fectif tel que d6crit ci-avant. 

Pr6f6rentiellement, une composition pharmaceutique de l'invention 
contient des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une 
formulation injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 
10 ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), st6riles, isotoniques, ou 
de compositions s6ches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le 
cas d'eau st6rilis6e ou de s6rum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

Les doses de virus utilis6es pour Tinjection peuvent etre adaptees en 
15 fonction de differents param6tres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concern6e, du g6ne £ exprimer, ou 
encore de la dur6e du traitement recherchee. D'une manure g6n6rale, les 
adenovirus recombinants selon 1'invention sont formulas et administr6s sous 
forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 10 6 & 
20 10 1 0 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution de virUs, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, g6n6ralement apres 15 jours, du nombre de 
plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu 
d'une solution virale sont bien document6es dans la Iitt6rature. 

25 Selon I'antigene concerne, les adenovirus de l'invention peuvent etre 

utilises pour le traitement ou la prevention de cancers, incluant notamment 
les turtieurs humaines (pour les antigenes Mage-1 & Mage 12, Gage et Bage 
et Rage) les sarcomes (pour les antigenes Mage-1). 

La pr6sente invention sera plus compietement d6crite & I'aide des 
30 exemples qui suivent, qui doivent etre consid6r6s comme illustratifs et non 
limitatifs. 
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LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Organisation genetique de I'adenovirus Ad5 

Figure 2 : Expression et processing des antigenes mage 

Figure 3 : Construction des plasmides pAd.SRcc-MAGE. 

Figure 4 : Protocole N°1 d'immunisation de souris DBA/2 par un ad-P1A ou 

contrdle. 

Figure 5 : Protocole N°2 d'immunisation de souris DBA/2 par un ad-P1A ou 
contrdle. 

Tableau 1 : Mise en evidence de la lyse specif ique par les CTL de cellules 
infectees par un Ad-Mage selon I'invention. 

Tableau 2 : Mise en evidence de la capacite des cellules infectees par un Ad 
Mage selon I'invention a stimuler la production de TNF par un clone CTL. 
Tableau 3 : Mise en evidence de I'immunisation de souris DBA/2 par 
injection, selon le protocole 1, d'un Ad-P1A (tableau 3A) ou d'un adenovirus 
contole, Ad-pGal (tableau 3B). 

Tableau 4 : Mise en evidence de I'immunisation de souris DBA/2 par 
injection, selon le protocole 2, d'un Ad-P1 A (tableau 4A) ou d'un adenovirus 
contole, Ad-(3Gal (tableau 4B). 

Techniques generates de clona ge. de bioloaie molenulairp 

Les methodes classiques de biblogie moleculaire telles que la 
centrifugation d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium-bromure 
d'ethidium, les digestions par les enzymes de restriction, I'electrophorese sur 
gel.la transformation dans E.fioJi, la precipitation des abides nucleiques etc, 
sont decrites.dans la litterature (Maniatis el aj.,1989). 

Les enzymes opt ete fournies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 

Pour les ligatures les fragments d'ADN sont separes selon leur taille 
sur des gels d'agarose de 0,8 a 1,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, 
J^MaJDA)_et_incub§s_de_nuit-aJ4°C-dans-un-tampon-Tris-HGI-p 
mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 2 rnM, en presence d'ADN ligase du 
phage T4. 
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^amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a 6galement 
6t6 r6alis6e selon Maniatis si at, 1989, avec les specifications suivantes : 
-Concentration en MgCl2 portee a 8mM. 

-Temperature de d6naturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, 
5 temperature d'allongement 72°C. Ce cycle a 6t6 r6pet6 25 fois dans un 
PE9600 Thermalcycler (Perkin Elmer, Norwalk CO). 

Les oligonucleotides sont synth6tis6s en utilisant la chimie des 
phosphoramidites proteges en 6 par un groupement cyanoethyl, (Sinha fit 
10 al.,1984, Giles 1985), avec le synthetiseur automatique d'ADN Applied 
Biosystem module 394, (Applied Biosystem, Foster City CA), selon les 
recommandations du fabricant. 

Le s6quengage a 6t6 6ffectu6 sur des matrices double-brin par la 
15 methode de terminaison de chaTnes en utilisant des amorces fluorescentes. 
Nous avons utilise le kit se s6quencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied 
Biosystem (Applied Biosystem, Foster City CA) selon les specifications du 
fabricant. 

20 Exemole 1 : Construction cTun adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antig&ne P1A. 

Cet exemple d6crit la construction d'un adenovirus recombinant 
defectif selon Tinvention codant pour un fragment de I'antigene P1A. Plus 
25 particulierement, Pad6novirus porte la sequence SEQ ID n°3. ^adenovirus 
construit est un adenovirus de serotype 5, poss6dant une deletion dans les 
regions E1 et E3, Pacide nucieique d'interet 6tant insere dans la region E1, au 
niveau de la deletion. 

Lacide nucieique ins6r6 au niveau de la region E1 comprend plus 
30 particulierement: 

- le promoteur SRa. Le promoteur SRa comprend I'origine de 
replication precoce de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (correspondant 
au domaine R et d une partie de U5), suivis de la jonction d'6pissage 16S de 
SV40 (Takebe et al M Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 466). 
35 -unminigeneP1Ade44pb(SEQ IDN°3).~ 
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- le site de polyad6nylation du virus SV40. 

Get acide nucieique a 6t6 extrait du plasmide pcD-SRct-P1A, 
correspondant au plasmide. pcD-SRa dans lequel le minig6ne PiA a 6t6 
5 clone au site EcoRI. L'insert obtenu a ensuite ete clone dans le plasmide 
pAd.RSV-3Gal (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), & 
la place du fragment comportant le LTR de RSV et le gene LacZ. 

Le plasmide pAd-SRct-P1A ainsi obtenu a ensuite 6t6 utilise pour 
10 produire I'adenovirus recombinant Pour cela, les cellules de la Iign6e 293 ont 
et6 co-transfect6es par 5 jag de plasmide pAd-SRa-P1A et par 5 \xg de I'ADN 
de I'adenovirus mutant dl 324 en presence de phosphate de calcium. Les 
adenovirus recombinants produits ont ensuite 6t6 seiectionnes par 
purification sur plaque. Apres isolement, ('adenovirus recombinant est 
15 amplifie dans la lign§e cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de 
culture contenant I'adenovirus recombinant non purifie ayant un titre d'environ 
10 1 0pfu/ml. - 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selqn Jes techniques connues (voir 
20 notamment Graham et aL, Virology 52 (1973) 456). L'analyse de I'ADN viral 
par digestion & I'aide d'enzymes de restriction EcoRl demontre la presence 
de Tinsert dans le genome. L'ad6novirus peut etre conserve a - 80°C dans 10 
% de glycerol. 

25 Exemple 2 : Construction d'un adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antigene Mage-1. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant 
defectif selon I'invention codant pour un fragment de Pantigene Mage-1 . Plus 
30 particulferement, I'adenovirus porte la sequence SEQ ID n°1 codant pour un 
fragment portanrie nonapeptide antigenique de™Mage-1~LW6TtovirDs~ 
construit est un adenovirus de serotype 5, possedant une deletion dans les 
. regions E1 et E3, Tacide nucieique d'interet 6tant ins6r6 dans la region E1 , au 
niveau de la deletion. 
35 L'acide nucieique ins6r6 au niveau de la region E1 comprend plus 
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particulferement : 

- le promoteur SRa. Le promoteur SRa cornprend I'origine de 
replication pr6coce de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (correspondant 
au domaine R et a une partie de U5) f suivis de la jonction d'Gpissage 16S de 

5 SV40 (Takebe et al., Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 466). 

- un minigdne MAGE-1 de 116 pb (SEQ ID N° 1). Ce fragment a 6t6 
obtenu par PCR a partir du g6ne Mage-1 complet. II comporte un ATG en 
position 15, un codon stop en position 121 et une partie de I'exon 3 du g£ne 
Mage-1. II cornprend la s6quence correspondant au nonapeptide (27pb) qui 

10 est pr6sent6 par la motecule HLA.A1 aux lymphocytes T cytotoxiques (Cf 
figure 2). 

- le site de polyad§nylation du virus SV40. 

Cet acide nucleique a 6t§ extrait du plasmide pcD-SRct-MAGE-1, 
15 correspondant au plasmide pcD-SRa dans lequel le minigene Mage-1 a;6t6 
clon6 au site EcoRI. L'insert obtenu a ensuite 6te clone dans le plasmide 
pAd.RSV-pGal (Stratford- Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), & 
la place du fragment comportant le LTR de RSV et le g6ne LacZ (Figure 3). 

20 Le plasmide pAd-SRa-MAGE-1 ainsi obtenu a ensuite fete utilise pour 

produire I'adfenovirus recombinant. Pour cela, les cellules de la lignee 293 ont 
6t§ co-transfect§es par le plasmide pAd-SRa-MAGE-1 et par TADN- de 
l'ad6novirus mutant dl 324 en presence de phosphate de calcium. Les 
adenovirus recombinants produits ont ensuite 6t6 selectionnes par 

25 purification sur plaque. Apr6s isolement, I'adenovirus recombinant est 
amplifi6 dans la lign§e cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant de 
culture contenant Tad6novirus recombinant non purifife ayant un titre d'environ 
10 10 pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purififees par centrifugation sur 
30 gradient de chlorure de cfesium selon les techniques connues , (voir 
notamment Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'analyse de I'ADN viral 
par digestion & I'aide d'enzymes de restriction EcoRI dernontre la presence 
de Finsert dans le g6nome. L'ad6novirus peut §tre conserve & - 80°C dans 10 
% de glycerol. 



35 
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Exemole 3 : Construction d'un adenovirus recombinant defectif codant 
pour un fragment d'antigene Mage-3. 

Cet exemple decrit la construction d'un adenovirus recombinant 
5 defectif selon I'invention codant pour un fragment de I'antigene Mage-3. Plus 
particulierement, I'adenovirus porte la sequence SEQ ID n°2 codant pour un 
fragment portant le nonapeptide antigenique de Mage-3. I'adenovirus 
construit est un adenovirus de serotype 5, possedant une deletion dans les 
regions E1 et E3, 1'acide nucleique d'interet etant insere dans la region E1 , au 
10 niveau de la deletion. 

L'acide nucleique insere au niveau de la region E1 comprend plus 
particulierement : 

- le promoteur SRa. Le promoteur SRa comprend I'origine de 
replication precoce.de SV40 et une partie du LTR du HTLV1 (correspondant 

15 au domaine R et a une partie de U5), suivis de la jonction d'epissage 16S de 
SV40 (Takebe et al., Mol. Cell. Biol. 8 (1988) 466). 

- un minigene MAGE-3 de 44 pb (SEQ ID N° 2). Ce fragment a ete 
obtenu par PCR a partir du gene Mage-3. complet. II comporte un ATG en 
position 12; un codon stop, en position 44 et la sequence correspondant au 

20 nonapeptide (27pb) qui est presente par la molecule HLA.A1 aux 
lymphocytes T cytotoxiques .(Cf figure 2). 

- le site de polyadenylation du virus SV40. . 

Cet acide. nucleique a ete extrait du plasmide pcD-SRa- MAGE-3, 
25 correspondant au plasmide pcD- SRa dans lequel le minigene Mage-3 a et6 
clone au site EcoRI. L'insert obtehu a ensuite ete clone dans le plasmide 
pAd.RSV-pGal, a la place du fragment comportant le LTR de RSV et le gene 
LacZ (Figure 3). 

30 Le plasmide pAd-SRa-MAGE-3 ainsi obtenu a ensuite ete utilise pour 

^~ produire l'ade'novirus recWibinantrPour celaTles cellule^e^lFligTfe^SS^onT 
ete co-transfect§es par le plasmide pAd-SRa-MAGE-3 et par I'ADN de 
I'adenovirus mutant dl324 en presence de phosphate de calcium. Les 
adenovirus recombinants produits ont ensuite et6 selectionnes par 

35 purification sur plaque. Apres isolement, I'adenovirus recombinant est 
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amplifte dans la Hgn6e cellulaire 293, ce qui conduit & un surnageant de 
culture contenant Pad6novirus recombinant non purifi6 ayant un titre d'environ 
10™ pfu/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifi6es par centrifugation sur 
5 gradient de chlorure de cfesiurn selon les techniques connues (voir 
notamment Graham ef al., Virology 52 (1973) 456). Uanalyse de I'ADN viral 
par digestion & I'aide d'enzymes de restriction EcoRI d6montre la pr6sence 
de I'insert dans le g6nome. L'ad§novirus peut dtre conserve a - 80°C dans 20 
% de glycerol. 

10 

Exemole 4 : CaractSrisation fonctionnelle des adenovirus de I'invention 

Get exernple d6montre que les virus selon Tinvention sont capables 
d'induire I'expression du g6ne d'int§r§t codant pour une prot6ine dont la 
15 degradation conduit £ ('expression d'un peptide antig6nique & la surface des 
cellules cibles. 

L'expression du minigdne MAGE-1 et la presentation du peptide ont 
6t6 rnises en evidence sur des cellules infect6es par I'Ad-Mage (4.1. ), par 
determination de la lyse sp§cifique (4.2.) et stimulation de la production de 
20 TNF(4.3.). 

4.1. Lignfees cellulaires 

Les lign§es cellulaires qui ont 6te infectees sont les suivantes : 
25 - C1R.A1 : lignee lyrnphocytaire B transforms par I'EBV (ref. Storkus, 

W J., Howell, D. N., Salter, R. D M Dawson, J. R., and Cresswell, P. : NK 

susceptibility varies inversely with target cell class I HLA antigen expression. 

J. Immunol. 138 : 1675 - 1659, 1987) et transfectee par le gene HLA.A1 clone 

dans le plasmide pHEBO. 
30 - Gerl III 0 E"P : Cellules de m6lanome humain HLA.A1 

immunos6lectionn6es pour la perte de Tantigdne MAGE-1 . (d6sign6es 

Gerlach E'dans les tableaux 1 et 2). 

Ces deux lign§es expriment done la molecule HLA.A1 mais pas 

I*antig6ne MAGE-1. 
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4.2. Determination de la Ivse spfecif iqim 

Cet exemple d6montre I'existence d'une lyse sp6cifique des cellules 
par un clone de CTL sp6cifique de I'antig^ne (test de relarguage du chrome 
5 radioactif). Pour cela, les cellules mentionn^es en 4.1. ont ete infectees par 
l'ad6novirus Ad-Mage1 (exemple 2) ou par un adenovirus controle (Ad-pGal) 
& une multiplied defection de 500 pfu/cellule. Les cellules infectees ont 
ensuite 6t6 marquees au chrome 51 puis incub6es pendant 4 heures, & 
raison de 1000 cellules / puits, avec le CTL sp6cifique (clone 82:30) & 

10 differents rapports cellules effectrices/cellules cibles (E/T). Le pourcentage de 
lyse a ensuite 6t6 determine. Les resultats obtenus sont presents dans le 
tableau 1. lis montrent clairement que les cellules infectees par les virus 
selon Tinvention pr6sentent une sensibilite & la lyse par les CTL specifiques 
nettement sup6rieure e celle des cellules infectees par ('adenovirus contr6le. 

15 Ces cellules pr6sentent egalement une sensibilite nettement accrue par 
rapport aux cellules directement transferees par I'antigene Mage-1, ce qui 
demontre I'efficacit6 therapeutique des vecteurs de I'invention. 

Ces resultats montrent done clairement que les virus de invention 
sont capables de conferer & des cellules une sensibilite importante & la lyse 

20 par les CTL specifiques. 

4.3. Stimulation de la p roduction de TMF 

Dans cet exemple, la capacity des cellules Gerl III p E'F~ a stimuler la 
25 production de TNF par le meme clone de CTL a ete evaluee. Pour cela, les 
cellules Gerl ill (3 E~F" ont 6te infectees par I'adehovirus Ad-Mage1 (exemple 
2) ou par un adenovirus controle (Ad-pGal) a une multiplicite defection de 50 
ou 100 pfu/cellule, puis incub6es avec le clone CTL. Apres 24 heures, la 
quantity de TNF presente dans les surnageants a ete mesur6e par 
30 determination de leur cytotoxicite sur une Iign6e sensible au TNF (lign§e 
- — — WEHM 64-13)— La-viabilite-cellulaire-a-fete^mesuree-au^moyen—d'an-test" 
colorim6trique (MTT). Les resultats sont exprimes en densite optique puis en 
quantity de TNF (pg/ml). Ce test n'a pas ete affectum sur les cellules C1 R.A1 
car elles s6cr6tent naturellement du TNF. Les cellules controles Gerlach E* 
35 sont des cellules de m6lanome exprirnant Mage - 1 et HLA - A1 . 
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Les r6suitats obtenus sont pr6sent6s dans le tableau 2. lis montrent 
clairement que les cellules infect§es par les virus selon I'invention induisent 
une production de TNF par les CTL, ce qui confirme sans ambiguit6 les 
propri6t6s biologiques et th6rapeutiques des virus de I'invention. 

5 

Exemple 5 : Activite in vivo des virus PIA de i'invention 

L'exemple 4 a rnontr6 que, in vitro ou ex vivo, les cellules infectfees par 
un adenovirus selon I'invention sont bien reconnues en test TNF et lys&es en 

10 test de relarguage de chrome radioactif par un CTL sp6cifique. 

Cet exemple d6rnontre maintenant que in vivo, les adenovirus selon 
Tinvention sont capables de g§n6rer une r6ponse CTL specifique. Plus 
particulterement, cet exemple d6montre que 2 injections £ une sernaine 
d'intervalle de 1 0$ particules virales (pfu) dans les souris DBA/2 g6n6rent 

15 chez une partie d'entre elles une forte r6ponse CTL sp6cif ique. 

Deux s6ries d'exp6riences ont 6t6 r6alis6es. Les plans de ces deux 
s6ries sont pr§sent6s sur les figures 4 et 5. Dans la premiere s6rie 
d'expferiences (voir plan figure 4), les particules virales ont et6 adrninistr6es 
pour moitie dans la cavit§ p6riton6ale et pour I'autre moiti6 sous la peau (en 4 

20 sites). Dans la deuxidme s6rie d'expferiences (voir plan figure 5), les 
particules virales ont ete administr6es par injections sous-cutanees, intra- 
p6riton6ales, intra-nasales et intra-trach6ales. Ces deux series d'expferiences 
ont 6t6 realisees selon le protocole suivant. Les souris ont 6t6 sacrifices 15 
jours apr6s la seconde s6rie d'injections de Pad6novirus. Les splenocytes de 

25 ces souris ont ensuite et6 mis en presence de I'antigdne P815A au moyen de 
cellules L1210A+ (leuc§mie syng6nique transfectee avec le g£ne P,A du 
mastocytome P815) irradtees pour une periode de 8 jours. Au terrne de cette 
culture mixte tumeur-lymphocytes (MLTC), les lymphocytes diriges contre 
Tantig6ne P815A ont prolif6r6 et se sont differences en lymphocytes T 

30 tueurs. Ceux-ci sont alors mis en presence de cellules marquees avec du 
chrome radioactif. II s'agit de cellules P51 1, un variant azaguanine - resistant 
du mastocytome de souris P815 portant I'antigSne A et de PI.204, un variant 
de ce rneme mastocytome ayant perdu I'antigSne A. Ce dernier sert de 
contrdle n§gatif. Afin d'^liminer toute possibility de reaction non sp6cifique, 

35 les cellules cibles marquees avec du chrome radioactif sont egalement mises 
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en presence de cellules syng§niques (L1 210) portant & leur surface les 
antigdnes de la cellule stimulante dans la MLTC S I'exception de I'antig^ne A 
de P815. 

Les r6sultats obtenus avec la premiere s6rie d'experience, exprim6s 
5 en pourcentage de lyse sp6cifiques sont pr6sent6s dans les tableaux 3A et 
3B. 

Les r§sultats obtenus avec la deuxfeme s6rie d'experience, exprim6s 
en pourcentage de lyse sp§cifiques, sont pr§sent6s dans les tableaux 4A et 
4B. 

10 Dans les deux cas, les r6sultats pr6sentfes montrent, souris par souris, 

des niveaux de lyse proportionnels aux rapports effecteurs/cibles (moyennes 
de duplicats). Des CTL ont 6t6 obtenus quel que soit le site d'injection de 
Pad6novirus (Tableau 4A + B). Ces r§sultats montrent clairement que les 
adenovirus de Tinvention sont capables de generer in vivo une immunity 

15 contre les cellules porteuses de I'antigene tumoral. 
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Tableau 4A 



Effector/ PS11 
target 



Subcutaneous 



House 


490 


9 


No.l 


163 


5 




54 


3 




18 


3 




8 


2 




2 


0 


Mouse 


50 


5 


No. 2 


27 


3 




.' 9 


5 




3 


6 




1 ■ 


4 




0.3 


2 


Mouse 


3 00 


73 


No. 3 


100 


71 




3 3 


92 




11 


73 




4 


56 




1 


25 



Intra- 
peritoneal 



Mouse 


258 


51 


No.l 


85 


43 




28 


43 




9 


38 




3 


18 




1 


7 


Mouse 


295 


9 


No. 2 


88 


e 




33 


7 




11 


3 




4 


1 




1 


0 


Mouse 


400 


■ 6 8 


No. 3 


133 


77 




44 


8 8 




15 


14 




6 


10 




3 


10 


Mouse 


185 


8 


No. 4 


52 


' 3 




57 


10 




8 


4 




2 


3 




0 .8 


2 



PI. 204 P511 PI .2 04 

+ cold L1210 + cold L1210 
50x1 ratio 50x1 ratio 



2 0 1 
3.0 0 
10 0 

0 0 0 

1 0 0 

0 o o 

0 0 1 

0 0 0 

0 3 0 

0 0 0 

0 1 0 

0 0 0 

18 6 8 0 

15 72 0 

10 7 5 1 

8 57 8 

3 25 0 

2 8 0 



9 48 0 

10 37 0 

8 27 0 

3 12 1 
2 8 0 
0 1 0 

4 9 2 

6 2 0 
4 2 0 
2 1 0 
2 0 0 

0 0 1 

12 76 0 

12 82 0 

14 73 0 

7 66 0 
6 30 0 

1 14 0 

2 3 0 

0 3 0 
2 3 0 

1 2 0 
0 0 0 
0 2 0 
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Tableau 4A(suite) 



Effector/ P511 PI. 204 P511 PI. 204 

target ♦ cold L1210 ♦ cold L1210 

50x1 ratio 50x1 ratio 



Intratracheal 



Intranasal 



Mouse * 


440 


67 


11 


50 


3 


No.l 


147 


78 


13 


52 


2 




49 


64 


6 


49 


0 




IS 


34 


8 


23 


0 




6 


31 


7 


9 


0 . 




2 


14 


0 


2 


0 


Mouse 


niU 


Q 


7 


3 


2 


Ho. 2 


137 


6 


7 


3 


1 




' 45 ■ 


6 


4 


0 


1 




15 


5 


2 


2 


0 




*9 


1 


3 


0 


0 




2 


1 


2 


0 


2 


Mouse 


3 44 


8 


2 


3 


1 


No. 3 


115 


4 




2 


0 




38 


8 


.0 


1 


0 




13 


8 


0 


0 


0 




' 4 


4 


1 


0 


0 




1 


1 


0 


o 


0 


Mouse 


-265 


80 


9 


52 


0 


Mo. 4 


85 


46 


8 


47 


0 




28 


42 


7 


21 


0 




9 


33 


3 


9 


0 




3 


17 


2 


2 


0 




1 


5 


2 


1 


0 


Mouse 


230 


2 


0 


1 


0 


No. 5 


77 


4 


0 


3 


0 




25 


2 


0 


0 


0 




. 8 


2 


0 


0 


0 




3 


1 


1 


0 


0 




1 


1 


2 


.0 


0 


Mouse 


210 


13 


2 


11 


0 


No . 6 


70 


10 


0 


7 


0 




23 


6 


0 


2 


1 




3 


1 


0 


0 


0 




3 


2 


0 


0 


0 




1 


2 


0 


0 


0 


Mouse 


430 


58 


0 


52 


6 


No. 1 


160 


52 


0 


58 


1 




53 


84 


4 


65 


0 




18 


84 


2 


52 


0 




6 


51 


2 


33 


0 




2 


52 


0 


20 


0 


Mouse 


205 


4 


0 


0 


2 


No. 2 


69 


4 


0 


0 


0 




83 


1 


0 


0 


0 




8 


5 


0 


0 


0 




2 


3 


0 


0 


0 




0.8 


2 


0 


0 


0 
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Tableau 4A(suite) 



Effector/ P511 PI. 204 J? 11 ^ 
target 



cold L1210 + cold L1210 
50x1 ratio 50x1 ratio 



Intranasal 



Mouse 250 1 

No. 3 83 0 

28 1 
9 1 
3 1 
1 1 

Mouse 28 0 2 

No. 4 87 8 

29 1 
.10 2 

3 0 

1 1 

Mouse 24 0 3 

No. 5 80 1 

27 1 

9 1 

3 1 

1 1 

Mouse 12 5 0 

No. 6 4 2 0 

14 0 

5 1 

2 0 
0.6 0 



0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 0 

0 0 o 

0 1 o 

10 o 

0 0 o 

0 1 o 

0 0 o 

10 o 

0 0 2 

0 0 o 

0 0 1 

1 0 o 

0 0 o 

1 1 o 

o o o 

0 0 o 

0 0 o 

0 0 o 

0 0 1 

0 0 o 
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Tableau 4B 



2°: Ad/Sgal injected mice 

Effector/ P511 
target 



PI .204 



Sub- 
cutaneous 



Mouse 
No.l 



Mouse 
Ho. 2. 



300 
100 
33 
11 
4 
1 

23 0 
77 
25 
8 
3 
1 



0 
0 
0 
0 
0 
0 

4 
1 
1 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 

3 
1 
4 
0 
0 
0 



PS11 
♦ cold L1210 
50x1 ratio 



0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 



PI. 204 
+ cold L1210 
50><1 ratio 



0 
0 
0 
0 
1 
0 

1 
0 
0 
0 
0 
0 



Intra- 
peritoneal 



Mouse 
NO.I 



Mouse 
No. 2 



220 
73 
24 
8 
3 
1 

410 
137 
45 
15 
5 
2 



1 
0 
1 
0 
0 
0 

9 
1 
0 
0 
0 
0 



2 
0 

1 

0 
0 
0 

1 

1 

0 

1 

1 

0 



1 

0 

1 

0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 

1 

2 
0 

1 

0 

3 
2 
0 
0 
0 
0 



Intra- 
tracheal 



Mouse 
' No.l 



Mouse 
No. 2 



310 
103 
34 
11 
4 
1 

270 
90 
30 
10 
3 
1 



0 
0 

o 

0 
0 
0 

2 
1 
0 
0 

1 
1 



0 

0 ' 
0 

o 

0 

o 
1 

0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 



0 
0 
0 
0 
0 
0 

1 

0 
0 
0 
0 
0 



Intranasal 



Mouse 
No . 1 



Mouse 
No -2 



400 
18 
5 
2 



230 
77 
25 

9 

3 

1 

spontaneous 

maximum 

spoilt/max 



~~3 
2 
0 
0 
■ 1 
0 

106 
1041 
10 % 



o 

0 
0 
0 
0 
0 

127 
971 
13 % 



0 
0 
0 
0 

0 

122 
957 
13 % 



0 
1 
0 

o 



0 
0 
0 
0 
0 

110 
988 
12 % 
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UISTE PE SEQUENCES 

SEP ID N°1 

5 

TTGAATTCGC CGCCATGGAG TCCTTGCAGC TGGTCTTTGG CATTGACGTG 
AAGGAAGCAG ACCCCACCGG CCACTCCTAT GT CCTTGTCA CCTGCCTAGG 
TCTCTCCTAT GATGGCTAGA ATTCTT 

10 SEP ID 

AATTCGCCGC CATGGAAGTG GACCCCATCG GCCACTTGTA CTAG 
SEQ IP N°3 

15 

AATTCGCCGC CATGCTGCCT TATCTAGGGT GGCTGGTCTT CTAG 
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REVENDICATIONS 



1. Adenovirus recombinant ctefectif contenant, insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour une proteine ou un peptide^ 
spfecifique de turneur. 

2. Adenovirus recombinant d6fectif selon la revendication 1 
caract6ris6 en ce quMI contient un acide nucleique codant pour une proteine 
ou un peptide sp6cifique de turneur humaine. 

3. Adenovirus recombinant defectif seion la revendication 1 ou 2 
caract6ris6 en ce que I'acide nucleique ins6re dans son genome code pour 
tout ou partie d'un antigene sp6cifique d'un meianome. 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caract6rise en ce qu'il s'agit 
d'un acide nucleique codant pour un fragment d'un antigene specifique d'un 
meianome humain comprenant la partie presentee aux CTL en association 
avec les molecules du CMH-I. 

5. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise 
en ce que I'acide nucleique code pour une proteine ou un peptide en 
d6rivant, selectionn6e parmi les prolines Mage -1, Mage-3, Bage, Rage et 
Gage. 

6. Adenovirus recombinant defectif comprenant ins£re dans son 
g6nome s un acide nucleique codant pour un peptide de la proteine Mage-1 
ou Mage-3 comprenant la partie pr6sent6e aux CTL 

7. Adenovirus recombinant d6fectif comprenant, insere dans son 
g6nome, la sequence SEQ ID n° 1 . 

87~Ad6novirus recombinant~~d6fectif~"Comprenant7^insere-~dans-son 

genome, la sequence comprise entre les r6sidus 55 & 82 de la sequence 
SEQ ID n°1- 

9. Adenovirus recombinant d6fectif comprenant, insere dans son 
genome, la sequence SEQ ID n° 2. 



m 
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10. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il est choisi parrni les serotypes humains Ad2 et Ad5. 

1 1 . Adenovirus selon Tune des revendications 1 & 9 caracterise en ce 
qu'il est choisi parmi les serotypes canins. 

5 12. Adenovirus selon Tune des revendications prec§dentes 

caract6ris6 en ce qu'il comporte une deletion dans la region E1 . 

13. Adenovirus selon la revendication 11 caracterise en ce qu'il 
comporte en outre une deletion dans la region E4. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes 
10 caracterise en ce que I'acide nucleique est insere dans la region E1 ou E3 ou 

E4. 

15. Composition pharniaceutique comprenant au moins un 
adenovirus selon Tune des revendications precedentes. 

15 

16. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 & 14 
pour la production in vitro ou ex vivo de lymphocytes cytotoxiques specif iques 
de tumeurs humaines. 

20 17. composition comprenant des cellules infectees par un 

adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications 1 & 14. 

18. composition selon la revendication 17 caracteris6e en ce qu'elle 
comprend des cellules pr6sentatrices d'antigenes (APC) infectees par un 

25 adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications 1 a 14. 

19. Procede de preparation de cellules T cytotoxiques specif iques 
d'un antigene tumoral comprenant la mise en contact de pr6curseur de 
cellules CTL avec une population de cellules infectees par un virus selon 

30 Tune des revendications 1 & 14. 




F igure 1 



o 1t\ Q \ H A 1 



2/5 




4/5 



=> 
CO 
UJ 



e a. 

CO eg 

I* 

to *- 



o 
to 



© © ■» 

§ E S 



c o 
o 
E 



5- aS^ 



o 

03 



o 
< 



8 3 ^ 

o - 
Q- £ O. Q. 



O 

Z3 — 

o 



V) 



CM 



O 



CO 
£= 

as 



m <D tT 3 ■«— O 

— o o ° O ^- 



C 

as 
c 

E 
o 
o 
a> 
^_ 

co 

*> 

o 
c 
a? 

"O 

as 

GO 

0) 



as 

CL 
CM 

< 

CD 
Q 



o 

CO 

CD 
"D 

*C 

o 

CO 
CO 

"c 

e 

E 



o 



< 

CO 



o 
2 



< 
o 

6 6 



o 



E 

CD 

-a 



« * 
<P V) 

« ^ 
3 ® 

~ .2 .9- »J 

« c 

_ *o -o « 

^ O — 3 W 

«- m a> o Q 



< 



CO CM 

a> •»— 

g-CM 

o Q 



O 
C2 



F igure 4 



o KiGlNAl 



5/5 



co 



CMJ 



cm 
o 



cm 



tn 
tn 

E 



c 
o 



u 
o> 



3 



O 



CO 



O 

< 

—i . 

ID 

2E 

V- 

oo 



O 

< 
M 



O 

^ 0) . 

5 C 

o o o g 

^ (VJ ™ _C TJ 

lo ^ "S m «- -5 o 

O- O- (5 O. CL > O 



o 

CO 

O — 

T- V 

CM A 
«- O 

—J in 



o 

CM 

«0 
CO 

■o 



O O 



E 

T3 

< & 
O O 

r- _J 

CM 2 



in cj J .b 



-o g o, < * 

CSJ 



CO 

co 

>« 

o 



Q 

CO 



oo 

CM 



" c c o 



™ o w ^ 0 CO 

2 o cl E _j w — 



on 

CM 



CO 




c 








*+-» 




o 




a> 








< 


♦4— 

o 




Q- 






CO 




< 


CD 






4— » 






3 






O 




o 









5 

CM 



CM 



CM 



vo 



O 1 
O 1 



zi. 
Ok 



5 

CM 



CM 



_CO__ 
CO 
CO 



0) 



u 
co 



U 
CO 



co 



o 

CO 



Figure 5 



Documents recus 

Se :a e J~^o i -3 J- 
Non examines par 

n.N.p.i. 



REVINDICATIONS 



1. Adenovirus recombinant defectif contenant, insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour une proteine ou un peptide 
specifique de tumeur, capable dlnduire une protection immunitaire et une 
destruction par le systeme immunitaire des cellules tumorales 
correspondantes. 

2. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 1 
caracterise en ce qu'il contient un acide nucleique codant pour une proteine 
ou un peptide specifique de tumeur humaine. 

3. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 1 ou 2 
caracterise en ce que Pacide nucleique insere dans son genome code pour 
tout ou partie d'un antigene specifique d'un melanome. 

4. Adenovirus selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un acide nucleique codant pour un fragment d'un antigene specifique d'un 
melanome humain comprenant la partie presentee aux CTL en association 
avec les molecules du CMH-I. 

5. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise 
en ce que I'acide nucleique code pour une proteine ou un peptide en 
derivant, selection nee parmi les proteines Mage -1, Mage-3, Bage, Rage et 
Gage. 

6. Adenovirus recombinant defectif comprenant insere dans son 
genome, un acide nucleique codant pour un peptide de la proteine Mage-1 
ou Mage-3 comprenant la partie presentee aux CTL. 

7. Adenovirus recombinant defectif comprenant, insere dans son 
genome, la sequence SEQ ID n° 1. 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant, insere dans son 
genome, la sequence comprise entre les residus 55 a 82 de la sequence 
SEQIDn°1. 



9. Adenovirus recombinant defectif comprenant, ins6r6 dans son 
genome, la sequence SEQ ID n° 2. 

10. Adenovirus selon Tune des revendications prec6dentes 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi les serotypes humains Ad2 et Ad5. 

5 11- Adenovirus selon Tune des revendications 1 & 9 caract6ris6 en ce 

qu'il est choisi parmi les serotypes canins. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications pr6c6dentes 
caracterise en ce qu'il comporte une deletion dans la region E1 . 

13. Adenovirus selon la revendication 1 1 caracterise en ce qu'il 
10 comporte en outre une deletion dans la region E4. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications pr6c6dentes 
caracterise en ce que I'acide nucieique est ins6re dans la region E1 ou E3 ou 
E4. 

15 15. Composition pharmaceutique comprenant au moins un 

adenovirus selon fune des revendications pr6c6dentes. 

16. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 & 14 
pour la production in vitro ou ex vivo de lymphocytes cytotoxiques sp6cifiques 

20 de tumeurs humaines. 

17. composition comprenant des cellules infectees par un 
adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications 1 & 14. 

25 1 8. composition selon la revendication 1 7 caracteris6e en ce qu'elle 
comprend des cellules pr6sentatrices d'antigenes (APC) infectees par un 
ad6novirus„recombinantjJ6fectif„selQn^ 

19. Procede de preparation de cellules T cytotoxiques sp6cifiques 
30 d'un antigene tumoral comprenant la mise en contact de pr6curseur de 
cellules CTL avec une population de cellules infectees par un virus selon 
Tune des revendications 1 a 14. 



